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pEx51_Ac0  GTGTCACCAGAGTAACAGTCTGACTAGTAG  51  30  79.7  6  0 
pEx51_Ac5  GGGTTGTGTCACCAGAGTAACAGTCTGACT  51  30  89.1  1  5 
pEx51_Ac48  ATGGCATTTCTGGTTTGGAGATGGCAGTTT  51  30  37.1  80  48 
pEte_Ac65  CTCCAACAGCAAGGAAGATGGCATTTCTGG  51  30  55.4  34  65 
pDri_Ac67  GCAAGGAAGATGGCATTTCT  51  20  NA  NA  67 
pEx53_Ac9  GTTCCTGGACCTCATCCCACTGACTCTGTA  53  30  88.8  1  9 
pEx53_Ac17  CTGAAGGTGTTCCTGGACCTCATCCCACTG  53  30  77.8  7  17 
pEx53_Ac18  TCTGAAGGTGTTCCTGGACCTCATCCCACT  53  30  70.0  16  18 
pEx53_Ac26  CCTTCTGTTCTGAAGGTGTTCCTGGACCTC  53  30  75.6  10  26 



































































WT   Ac0   Ac5   Ac48 pEte pDri Mock  WT 
Primary DMD pig skeletal muscle cells
Dystrophin
MyHC
M   WT   NT Mock   Ac0         Ac5        Ac48        pEte pDri No RNA
Skip% 0.0    0.0    0.0   41.4  39.8  18.2  22.1  62.1  64.5  58.4  56.2   38.1  40.9 
Primary DMD pig skeletal muscle cells
Native(Δex52, 365 bp)
Ex51 skipped (132 bp)
α-Tubulin
ACTB
WT   Ac9  Ac17 Ac18  Ac26 Ac30 Mock WT 




M   WT   NT Mock   Ac9        Ac17       Ac18       Ac26       Ac30    No RNA
Skip%0.0    0.0    0.0   13.3  11.1  14.2  14.9   8.9    8.3   32.9  37.4   21.7  26.7
Primary DMD pig skeletal muscle cells
Native(Δex52, 411 bp) 





Ex50     Ex53
AAGCAC TTGAAA
Ex51     Ex54
CAGAAG CAATTG



















(P7‐PMOs: Figure  S2C)  [44] with pEx51_Ac48  and pEx53_Ac26  sequences,  confirming 
these PMOs were more effective at skipping target exons, in primary DMDex52del pig cells. 
Primary DMDex52del pig skeletal muscle cells were transfected with P7‐conjugated PMOs or 



























































Another distinctive  feature  is  that  the dystrophin‐deficient  cardiac muscle of our 
DMDex52del pig model showed the disrupted expression levels of DAPs but no obvious his‐
topathological abnormalities. Since cardiomyopathy due to the absence of dystrophin is 
















































































pigs.  Indeed, our combination method using  in silico and  in vitro screening  identified 



































All  animals used  in  the present  study were developed  and housed  in  the Public 
















The pig DMD  targeting vector was  essentially  constructed  according  to previous 













































































































the  supernatant was  collected  in  the  equivalent  amount of  cooled DMEM/F12  (Gibco, 
Grand Island, NY, USA, cat# 11330‐057) with 10% fetal bovine serum, 0.5% penicillin and 
streptomycin (Gibco, cat# 15140‐122), and 50 μg/mL gentamicin. The process was repeated 
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